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摘  要 
TMEM59L 是一种脑特异性高表达蛋白，其组织表达的特异性预示着
TMEM59L 可能在神经系统发育和神经退行性疾病发生中起着重要的作用，但
是目前对于该蛋白的生理学和病理学功能都知之甚少，有必要在动物水平上加
以深入研究。 
我们最近获得了 Tmem59l 基因敲除小鼠。在本论文中，我们对该小鼠的表
型进行了系统分析。我们发现 Tmem59l-/-小鼠的出生遵从孟德尔遗传定律（+/+ : 
+/- :-/- = 72 : 136 : 65）。不过虽然 Tmem59l-/-小鼠的形态大小以及脑的解剖结构
与野生型小鼠没有显著差异，但是 Tmem59l-/-在出生后一天（P1）内即全部死
亡。进一步研究发现 Tmem59l-/-小鼠的吸吮能力异常，不能很有力地咬住母鼠乳
头，并且在 P1 期的 Tmem59l-/-小鼠的胃里几乎没有观察到母乳的存在，提示这
些小鼠很可能是死于饥饿。Tmem59l+/-小鼠则可以正常存活。在对 Tmem59l+/-
小鼠的行为学实验中，我们发现虽然 Tmem59l+/-小鼠在运动能力以及情感情绪
等相关行为学测试中表现正常，但在 Morris 水迷宫实验中 Tmem59l+/-小鼠表现
出空间学习记忆受损的现象。此外，虽然我们实验室前期研究发现过表达
TMEM59L 能够诱导细胞自噬，但是在对剖腹产后的胎鼠进行饥饿处理时，我
们发现 Tmem59l 敲除后并未对饥饿引发的自噬有显著影响。 
总之，我们的研究发现了 Tmem59l-/-小鼠因吸吮能力出现异常而导致饥饿，
在出生后一天（P1）内即死亡，表明 Tmem59l 对吸吮摄食起着重要的调控作用，
但其具体机制还有待进一步研究。同时，我们的研究还提示脑特异性高表达蛋
白 TMEM59L 与空间学习记忆相关，为进一步研究 TMEM59L 在神经系统发育
中的生物学功能奠定了基础。 
关键词：Tmem59l；吸吮；自噬；空间学习 
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Abstract 
TMEM59L, also called brain-specific, membrane-associated protein (BSMAP), 
is highly specifically expressed in the brain, implying that TMEM59L plays an 
important role in the central nervous system (CNS). However, so far little is known 
about the physiological and pathological functions of TMEM59L. We recently 
acquired Tmem59l knockout mice. In the present study, we characterized Tmem59l 
knockout mice. 
Herein, we found that Tmem59l-/- mice were born at an expected mendelian 
frequency and had normal morphologies when compared to wild type littermate 
controls. However, Tmem59l-/- mice died within one day after birth. Further analysis 
revealed that Tmem59l-/- mice had impaired suckling ability and could not bite the 
nipples tightly, and had an almost empty stomach at the time of dying, suggesting 
that they were starved to death. On the other hand, Tmem59l+/- mice are viable to 
adulthood. Although there were no behavioral differences found between Tmem59l+/- 
mice and wild type controls during tests of open field, Y maze, T maze, and novel 
object recognization, Tmem59l+/- mice showed impaired learning/memory during 
Morriz water maze test. Finally, although our previous study found that 
overexpression of TMEM59L induces autophagy, we found no difference in LC3B-II 
level change between Tmem59l-/- mice and wild type littermate control mice, when 
they were starved for 5.5h after ceasarean section.  
Together, we have characterized Tmem59l-/- mice and found that deficiency in 
Tmem59l may cause suckling defects and learning/momory impairment. This study 
establishes a basis for further elucidating the physiological function of TMEM59L 
and its potential involvement in CNS diseases. 
 
Key words: Tmem59l; Suckling; Autophagy; Spatial Memory 
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英文缩略词中英对照表 
英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer's disease 阿尔茨海默症 
PD Parkinson's disease 帕金森病 
HD Huntington's disease 亨廷顿疾病 
ALS Amyotrophic  lateral sclerosis 肌萎缩侧索硬化症 
NFT Neurofibrillar Tangles  神经元纤维缠结 
Aβ β-amyloid β-淀粉样蛋白 
Bcl-2 B-cell lymphoma/ leukemia-2 B-细胞淋巴瘤/白血病-2 
BSMAP Brain-specific membrane-anchored protein 脑特异性膜锚定蛋白 
CREBs  cAMP-response element binding proteins cAMP 应答元件结合因子 
CMA chaperone-mediated autophagy 分子伴侣介导的自噬 
Hsc70 Heat shock-cognate protein of 70 KDa 热应激同源蛋白 70 
Vps  vacuolar protein sorting 囊泡蛋白分选 
Lamp2a Lysosome-associated membrane protein type 2a 溶酶体相关膜蛋白 2 a 
Atg Autophagy-related proteins  自噬相关蛋白 
PI3K class III phosphatidylinos itol 3-kinase III 型磷脂酰肌醇-3 激酶 
PI3P Phosphatidylinositol 3-phosphate 磷脂酰肌醇-3-磷酸 
PE Phosphatidyl ethanolamine 磷脂酰乙醇胺 
LC3 Microtubule-associated protein1light chain 3 微管相关蛋白 1 轻链 3 
TSC1/2 Tuberous sclerosis complex 1/2  结节性硬化症复合物 1/2 
CaMKKB calmodulin-dependent kinase kinase-β Ca2+/钙调蛋白激酶 
AMPK AMP-activated protein kinase AMP 激活的蛋白激酶 
ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2 细胞外信号调节蛋白激酶 1/2 
LKB1 Liver kinase B1 肝激酶 B 1 
TAK1 TGF-activated kinase 1 生长因子 β（TGFβ）激活激酶 
AgRP arguti-related protein 刺鼠相关蛋白 
POMC pro-opiomelanocortin 阿片-促黑素细胞皮质素原 
NPY Neuropeptide Y 神经肽 Y 
ARC Hypothalamic arcuate nucleus 下丘脑弓状核 
α-syn α-synucein  α-突触核蛋白 
SOD1 Superoxide dismutase 1 超氧化物歧化酶 1 
CNS Central nervous system 中枢神经系统 
ESTs Expressed Sequence tags 胚胎的表达序列标签 
COG conserved oligomeric Golgi 保守性寡聚高尔基体蛋白 
JNK c-Jun N-terminal kinases c-Jun 氨基末端激酶 
MAPKs Mitogen-activated protein kinases  丝裂原活化蛋白激酶 
mTOR Mammalian target of rapamyci 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 
PKB Protein kinase B 蛋白激酶 B 
PDK1 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1 
CNTF Ciliary neurophic factor 睫状神经营养因子 
CNTFR Ciliary neurophic factor receptor 睫状神经营养因子受体 
CRLF1 Cytokine receptor‑like factor‑1 细胞因子受体样因子-1 
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第一章  前言 
1.1 细胞自噬 
1.1.1 概述 
    自噬（autophagy）是近年来生命科学以及医学研究中热门领域之一。上个
世纪 50 年代末 Clark S L 和 Novikoff A B 在小鼠的肾脏线粒体中发现含溶酶体
酶的膜结构[1,2]。随后在 1962 年由 Ashford T P 和 Porter K R 在胰高血糖素处理
过的大鼠肝细胞中发现膜结构的囊泡中有“自己吃自己”（semi-digested）的现
象[3]。同一年 Novikoff A B 和 Essner E 也发现了含溶酶体水解酶的囊泡[4]。接
着在 1963 年由 De Duve C 提出了“autophagy”一词[5]，这个词分别取自希腊词
根自我 (auto)和吞吃 (phagy)[6]。鉴于在细胞中的重要作用，自噬的发生机制、
功能研究引起了研究者广泛地关注。至此，自噬的发生机制和功能越来越清晰。 
自噬(autophagy)，也叫自我吞食，是细胞在生命活动过程中通过溶酶体机
制降解多余或者缺陷的细胞器，错误折叠、聚集或长寿命的蛋白质，来维持细
胞、组织和器官的稳态，以此来实现细胞组分或细胞器的更新、代谢和宿主防
御的调节、膜的转运等生理过程[7]。 
细胞的正常生理活动需要蛋白质合成与降解维持相对的平衡，真核细胞的
降解途径主要是：蛋白酶体途径和溶酶体途径。蛋白酶体途径有高度的选择性，
主要是降解被泛素化标记的短寿命蛋白。而溶酶体不仅能通过内吞途径降解胞
外物质和质膜蛋白，同时也能通过自噬降解胞内组分和细胞器[7,8]。Mizushima N
等认为自噬是胞内主要的降解系统，通过胞内物质运输到溶酶体进行降解。他
们认为自噬的目的不仅仅将胞内物质进行降解去除，还可以作为一个动态循环
系统，为细胞的更新和体内稳态提供新的物质和能量[7]。 
自噬能被高度的诱导，各种不同类型营养（如氨基酸，生长因子，氧气，
能量）不足、压力条件（高温，氧化压力）或细胞器的损坏、突变蛋白的积聚
及微生物的侵袭等，均可引起细胞应激，激活自噬的发生[9]。其主要的生理作
用和病理作用包括：饥饿的应答，胞内蛋白和器官的质量控制，抗衰老，抑制
肿瘤的形成，胞内微生物的消除等[10-13]。在细胞生长、发育和体内稳态中发挥
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着至关重要的作用。自噬参与到人类生理，发育，寿命等进程中。同时自噬的
异常还会引发多种疾病，包括癌症、神经退行性疾病和微生物引起的感染等[6]。 
1.1.2 自噬分类及形成过程 
自噬是个进化上高度保守的过程，几乎发生在所有的真核细胞，有许多重
要的生理功能 [14] 。细胞自噬主要有三种形式：分子伴侣介导的自噬
（chaperone-mediated autophagy，CMA），微自噬（microautophagy）和大自噬
（macroautophagy）[15]（图 1.1）。这三种形式的自噬有着不同的机制和功能，
在大自噬和微自噬中都涉及动态膜的重构，进而有能力降解大分子形成的结构，
如整个细胞器。而分子伴侣介导的自噬不涉及膜的重构[16]。另外在分子伴侣介
导的自噬降解途径中不涉及囊泡的转运[17]。 
 
图 1.1 自噬的不同类型 
Figure 1.1 The different types of autophagy  
注：引自 Boya P et al. Nature Cell Biology .2013  
大自噬，即通常所说的自噬，被认为是自噬的主要类型，同时也是哺乳动
物细胞中的主要自噬类型。在大自噬过程中，细胞质中将可溶性蛋白和缺陷的
细胞器包裹在非溶酶体来源的双层膜结构中形成自噬体，通过自噬体与溶酶体
的融合将其中的物质进行降解[7]。其主要特征是形成唯一的双层膜结构的细胞
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器“自噬体”[18]，主要包括 5 个过程：1.吞噬泡（phagophore）的形成。2.吞噬
泡的延伸和扩张。3.关闭：吞噬泡双层膜结构的形成，即自噬体（autophagosome）
的形成。4.成熟：自噬体直接与溶酶体融合或者通过与内体结合进而与溶酶体
融合形成自噬溶酶体。5.降解：通过自噬溶酶体中的酸性水解酶分解和降解自
噬体包裹的内部物质，从而形成新的分子以及提供能量[6]。 
微自噬是指在溶酶体表面通过溶酶体膜的内陷、突起和分隔，直接将细胞
质中的物质进行吞噬[8,16]。 
分子伴侣介导的自噬，能被生理压力比如长期的饥饿等诱导激活。其主要
包括以下过程：首先，细胞质中含有五肽序列（KFERQ-like motif）[19]的底物
蛋白被分子伴侣 Hsc70（heat shock-cognate protein of 70 KDa）所识别并结合形
成分子伴侣-底物复合物[20]，随后这个复合物与溶酶体膜表面上的受体 Lamp2a
（Lysosome-associated membrane protein type 2a）结合，使底物蛋白定位到溶酶
体表面[21]。底物蛋白与 Lamp2a 的胞质端结合促使 Lamp2a 多聚化，从而形成
转位复合物[22]。接着底物蛋白去折叠，并借助另一种分子伴侣通过溶酶体的膜
进入溶酶体腔中，进而被降解，释放出分子伴侣复合物并为重新识别下一个含
五肽序列的底物蛋白做准备[10,23]。  
1.1.3 自噬形成相关分子 
1.1.3.1 (Atg) autophagy-related proteins 自噬相关蛋白 
ATG (autophagy-related (ATG) genes) 自噬相关基因[24,25]，最早在酵母中发
现，目前已发现超过 37 种 ATG 基因，其编码的产物称为自噬相关蛋白
(autophagy-related proteins，Atg)[26]。在这些 Atg 蛋白中，Atg1-10，12-14，16
和 18 等 15 种 Atg 蛋白被称为“核心 Atg 蛋白”[25]。这些核心蛋白参与到自噬
体的形成和自噬相关途径，比如过氧化物酶体吞噬过程以及细胞质到液泡的信
号通路 Cvt（cytoplasm-to-vacuole targeting pathway）中[25,27]，这些核心的 Atg
蛋白在其他一些真核生物包括哺乳动物是高度保守的[28,29]。此外有文献报道全
身性敲除 Atg3，Atg5，或者 Atg7 的小鼠在出生后会死亡，并且在死亡的新生鼠
的血浆和组织中发现氨基酸水平有明显的下降[30-32]，表明这些 Atg 蛋白在自噬
过程中的重要作用。 
在哺乳动物中，根据这些 Atg 蛋白在自噬中的生理作用可分为以下 6 类：
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（1）ULK1 激酶复合物（ULK1-mAtg13- FIP200-Atg101)负责自噬的起始过程
（2）mAtg9 负责携带组成吞噬泡的质膜到自噬体中（3）III 型磷脂酰肌醇-3 激
酶复合物复合物（Vps34-Beclin1- Vps15-mAtg14）负责囊泡的成核（4）
Atg2-Atg18 复合物负责与磷脂酰肌醇-3-磷酸相结合(5) Atg12-Atg5- Atg16L 共
轭系统负责自噬泡的延伸 (6) Atg8-共轭系统负责膜的扩张和延伸[33]（图 1.2）。 
 
图 1.2 在哺乳动物的大自噬中自噬体形成的分子调节 
Figure1.2 Autophagy induction and autophagosome biogenesis. 
注：引自 Nixon R A.Nature medicine.2013 
1.1.3.1.1 Atg1/ULK1 激酶复合物 
Atg1/ULK1（ the uncoordinated 51- like kinases 1）是一种丝氨酸/苏氨酸蛋
白激酶，Atg 相关蛋白中唯一的蛋白激酶。Atg1/ULK1 复合物在自噬的起始阶
段扮演着重要作用：其主要负责接收细胞营养状态信号，招募下游的 Atg 蛋白
到自噬体形成的位点，调节自噬体的形成[33]。在酵母中 Atg1 复合物包括 Atg1，
Atg11，Atg13，Atg17，Atg29 和 Atg31。在哺乳动物中 ULK1 复合物由
ULK1-mAtg13- FIP200-Atg101 等组成，其功能与酵母中 Atg1 激酶复合物高度
相似，其中 ULK1 和 mAtg13 与酵母的 Atg1 和Atg13 同源，但是无 Atg17，Atg29，
Atg11 和 Atg31 的同源物，多了 FIP200（focal adhesion kinase family interacting 
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protein of 200 kDa）[34]和 Atg101 [35]。FIP200 是最近被鉴定与 ULK1 相互作用的
蛋白，是自噬所需的蛋白。ULK1 与 FIP200 形成的复合体对于自噬体形成的起
始阶段是必须的。最近许多文献报道 mAtg13 调节 ULK1 和 FIP200 的相互作用
[36]。也有报道 FIP200 与酵母中的 Atg17 相对应 [36]。Atg101 是个新鉴定的小分
子蛋白，能稳定 Atg13 的表达[37]。 
在酵母中，Atg1 复合物处于一种动态的过程并且依赖于细胞的营养状况。。
一方面，在营养丰富的情况下，Atg13 高度磷酸化从而与 Atg1 的结合受到抑制。
另一方面，在饥饿状态或者雷帕霉素处理的情况下，Atg13 部分去磷酸化。去
磷酸化的 Atg13 与 Atg1 结合形成复合体，这种复合体能增强 Atg1 的活性[38,39]。
哺乳动物中，在生长和营养充足的条件下，能直接观察到 raptor（mTORC1 的
一个亚基）与 ULK1 复合物直接结合，并且 mTORC1 能直接磷酸化 ULK1 和 
mAtg13[38,40]，从而识别 ULK1 激酶复合物。当饥饿的条件下，mTORC1 远离
ULK1 复合物，使 ULK1 激酶能磷酸化一些 ULK1 复合物的组分，比如 mAtg13 
和 FIP200，从而诱导自噬[33]。 
1.1.3.1.2 III 型磷脂酰肌醇-3 激酶复合物(Vps34-Beclin1- Vps15-Atg14L) 
III 型磷脂酰肌醇-3 激酶复合物（class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 
complex）的核心作用是生成磷脂酰肌醇-3-磷酸 PI3P（Phosphatidylinositol 
3-phosphate ），PI3P 为细胞膜上的磷脂，能负责招募各种类型的蛋白，包括与
转运相关的蛋白及各种与自噬相关的效应分子，这些效应分子分别参与了自噬
体的形成以及自噬体与溶酶体的融合，因此在自噬体形成中是有着必不可少的
作用[38]。渥曼青霉素和 3-甲基腺嘌呤可以抑制 PI3P 的活性，被认为是很好的
自噬抑制剂[41]。 
在酵母中，III 型磷脂酰肌醇-3 激酶（Vps34）能形成两个不同的 PI3K 复合
物：复合物 I 由 Atg14，Atg6/Vps30，Vps15 和 Vps34 组成，复合物 II 由 Vps38， 
Atg6/Vps30，Vps15，and Vps34 组成[42]。其中只有 PI3K 复合物 I 参与自噬，而
复合物 II 主要涉及内体到高尔基体的逆向转运。而自噬特异性因子，Atg14 主
要负责招募 PI3K 到前自噬体结构 PAS（Pre-autophagosomal structure）和囊泡膜
[43]。最近在哺乳动物中鉴定出自噬特异的 PI3K 复合物，主要由 Atg14L (也被称
为 Atg14 and Barkor)，Beclin1 (myosin- like BCL2-interacting protein，Atg6 的同
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